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Inhibitory action of protein kinase C　β　　inhibitor on
tetrodotoxin－reSistant Na‡currentin small dorsal root ganglion neurons
in diabetic rats
（プロテインキナーゼCβ阻害剤による糖尿病ラット小径脊髄後根神
経節神経細胞に発現するテトロドトキシン抵抗性ナトリウム電流の
抑制作用）
【目的】
我々はこれまで、ストレプトゾシン（STZ）誘発糖尿病モデルラットを用いて有痛㍉性神経
障害の発症機序について検討してきた。その結果STZ投与後、4から12週間の期間におい
て、糖尿病モデル群では対照群に比し痛覚開値が低下していることを明らかにした。また
STZ誘発糖尿病モデルラットの小径脊髄後根神経節神経細胞（DRG）に全細胞型パッチクラ
ンプ法を適応した実験において、痛覚の伝達に密接に関与しているテトロドトキシン抵抗
性ナトリウム電流（TTX－R左a）の振幅が増大し、より過分極電位から活性化されることを示
し、このことは末梢における痛覚閲値の低下の一つの機序であると考えられた。さらに糖
尿病性神経障害の治験薬として臨床治験中であるLY333531（プロテインキナLゼC（PKC）
β選択的阻害剤）をラットに経口投与したところ、痛覚閲値の低下が改善することも明ら
かにした。そこで今回LY333531による糖尿病性有病性神経障害の改革の機序を明らかに
する目的で、小径DRGのTTX－RIYaへの作用につき、全細胞型パッチクランプ法による検
討を行った。
【方法】
8週齢の雄性SDラットにSTZ（50mg／kg）を尾静脈から静注し4から10週間飼育し、静注後
l週間後とDRG採取時に血糖値を測定し随時血糖値360mg／dl以上を示すものを糖尿病モデ
ルラットとして用いた。ラットよりDRGを取り出し、酵素的に処理することにより単一ニ
ューロンを単離し、初代培養を行った。2から7時間後に全細胞型パッチクランプ法を用
いてDRGのTTX－R左を測定した。その際ミクロメーターによる細胞直径の計測を行い、
痛覚の伝達に関与する小径ニューロン（直径25〃．m以下）のみを検討の対象とした。週齢を
等しくした対照群及び糖尿病群にてTTX－R！、aの各テスト電位における電流量を測定し、
細胞表面積に比例する膜容量で除して電流密度（pA／pF）として評価した。またTTX－R左の
活性化の膜電位依存性についても解析を行った。
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さらにLY333531（l－1000nmol／L）を細胞外液から濯流し、対照群、糖尿病群における　TTX－R
左への効果を検討した。また、この効果がPKC抑制を介したチャネルへの修飾によるも
のであるか否かを検討するために、PKC活性化剤として用いられているphorbo112－myristate
13－aCetate（PMA）を細胞外液から港流してその効果を調べた。
【結果】
対照群に比し糖尿病群にて　TTX－R左aの振幅の有意な増大が認められた。また　TTX－R左
の活性化は糖尿病群にて有意に過分極電位より認められた。次にLY333531を各群に投与
したところ、両群にて濃度依存性に　TTX－R左の抑制を認めたが、1，10，100nmol／Lの各
濃度にて糖尿病群でより強い抑制が認められた。さらに対照群の細胞を用いて
PMA（100nmol／L）の細胞外液からの濯流による検討を行ったが、TTX－RIYaの電流密度の増
大傾向を認めた。このことより、PKCを介する経路によって　TTX－R左が抑制される可
能性が示唆された。
【考察】
本研究により、糖尿病状態において　TTX－R八aが増大し、糖尿病性神経障害治療薬であ
るLY333531によってその増大した電流値が抑制されることが示された。糖尿病群にて有
意に電流密度の増大が認められること及びチャネルの活性化がより過分極電位より起こ
ることは、神経細胞が刺激によって興奮しやすい状態にあると考えられる。本研究に用い
た糖尿病モデルラットはSTZ投与後4から10週間であり、我々及び他グループの研究に
より、痛覚過敏を示す時期であると報告されている。この糖尿病性有痛性神経障害の発症
機序の一つとして、神経細胞の活動電位の発生及び伝導に重要な役割を果たす　TTX－R左
の機能克進の関与が示唆されている。この糖尿病状態における　TTX－R左の機能元進が
有痛性神経障害の一機序であり、糖尿病性有痛性神経障害の治療薬である　LY333531が
TTX－RINaを抑制し、痺痛緩和に関与すると考え、その検討を行った。その結果、本研究
ではLY333531により対照群、糖尿病群ともにTTX－R人aの抑制を認めるが、その抑制効果
は糖尿病群にてより顕著であることを明らかにした。このことはLY333531が有痛性神経
障害の治療薬として有用である可能性を示唆し、糖尿病群にて治療効果が高いと考えられ
た。またLY333531の　TTX－R左の抑制の機序として、以前の我々の検討で同糖尿病モデ
ルラットのDRGのPKCL3膜分画活性が上昇していることから、上昇したPKCL3活性が
TTX－R左を増大させ、PKCL3選択的阻害剤のLY333531がこの電流を抑制した可能性が
考えられた。またその他の機序として、LY333531がPKCpathwayを介さずに　TTX－RIhを
直接抑制した可能性も考えられた。
【結果・新知見】
糖尿病モデルラットにおいて　TTX－R左が増大し、糖尿病性神経障害治療薬である
LY333531によってその増大した電流値が抑制されることが新たに示された。
（続　紙）
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糖尿病モデルラットにプロテインキナーゼCB（PKCB）選択的阻害薬LY333531を経口投与
すると、痛党閥値の異常低下が改善するが、その作用機序は不明である。本研究は、LY333531
による糖尿病性神経障害の改善機序を明らかにする目的で、脊髄後根神経節（DRG）の小径
神経細胞に特異的に発現しているテトロドトキシン抵抗性ナトリウム電流に対する
LY333531の作用について、全細胞型パッチクランプ法によって検討を行ったものである。
その結果、糖尿病性モデルラットのDRG小径神経細胞では、テトロドトキシン抵抗性ナト
リウム電流の振幅が有意に増大し、より過分極側でチャネルの活性化が生じていた。
LY333531を投与すると、このナトリウム電流の振幅増大を抑制した。テトロドトキシン抵抗
性ナトリウム電流は、神経細胞の興面性に深く関与していることから、LY333531による糖尿
病性神経障害の改善作用においては、テトロドトキシン抵抗性ナトリウム電流の振幅増大を
抑制することが、作用機序のひとつと考えられた。
本研究は、糖尿病性神経障害の発生機序の一端とPKCβ選択的阻害薬による改善作用を明
らかにした論文であり、博士（医学）の学位を授与するに値するものと認められる。
なお、本学位授与申請者は、平成19年8月29日実施の論文内容とそれに関した試問を受
け、合格と認められたものである。
（平成19年　8月　29日）
